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Probenzubereitungseinheit 

Die vorliegende Erfindung betriSt 
insbesondere von Polynukleotiden 
lymerase Chain reaction), sowie eiifc 
gen unter Verwendung einer solchen 



T-949 P. 002 



vat* rwv^atf- v j u u t ifx 



F- 



i ane Einheit zur Zubereitung von Reaktionsmischungen, 
: lir eine chetnische Reaktion wie die PCR-Reaktion (Po- 
Verfahren zur Zubereitung derartiger Reaktionsmischun- 
Einheit 



Die Isoliening und Analyse von 
Rolle in der mikrobiologischen unc 
nen in Zellen, von Bakterien oder 
eine Isolierung und/oder Reinigun^ 
nisse zu erhalten. 



Pqlynukleotiden wie DNA und RNA spielt eine zentrale 
genetischen Diagnostik. Ftir die Identifizierung von Ge- 
Yiren in einer Probe Oder die Erkennung von Mutationen ist 
der Polynukleotide erforderlich, urn zuverlassige Ergeb- 



Herkommliche Verfahren zur Zubereitung von polynukleotidhaltigen Proben umfassen den 
Schritt der Lyse von zu untersuchenden Zellen, und die nachfolgende Trennung storender 
Zellbestandteile von den Polynukleotiden. Die bekannten Trennverfahren lassen sich in zwei 
allgemeine Kategorien einordnen. Bei der einen Kategorie von Trennverfahren wird eine po- 
lynukleotidhaltige Losung dadurcl gereinigt, dass storende Bestandteile durch beispielsweise 
Ausfallung und/oder Zentrifugatio a von den Polynukleotiden abgetrennt werden (Fliissigpha- 
senreinigung). Bei der anderen Kategorie von Trennverfahren werden die Polynukleotide an 
einen festen Trager gebunden und die storenden Bestandteile der Probe durch Auswaschen 
rait geeigneten Losungsmittetn emfernt (Festphasenreinigung). 



Die gangigsten Verfahren der Fltissigphasenreinigung von Polynukleotidproben beinhalten 
die folgenden 3 Schritte: 



1. 

2. 
3, 



Freisefzung der Polynukleotide 



Lyse von Zellen zur 
Abtrennung storende: Besiandi 
Aufkonzenlrienrog des veijbleibenden 
und emeutes in Losung bringen der Polyro 



Der zweite Schritt kann beispielsyeise 
sungsmitteln, Ausfallung oder 



tteile der Probe axis dem flussigen Gemisch 

Gemisches (z.B. durch alkoholische FSllung) 
Lukleotide 



durch ZenmfugatioiL, Extraktion mit organischen L6- 
Chjromatographie erfolgen. 
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Die gSngigsten Verfahren der Fes^phasewreinigung von Polynukleotidproben beinhalten die 
folgenden 3 Schritte; 



1. 
2. 
3. 

4. 



Lyse von Zellen zur Freisetzung der Polynukleotide 
Binden der Polynukleotid^ an einen festen Trager 

Entfemen von storenden Bestandteilen der Probe durch Waschen mit geeigneten Lo- 
sungsmitteln 

Eluieren der Polynukleotide vom festen Trager 



sweise Membranfiker, Metalloxide, Latex-Partikel oder ma- 



Als fester Trager werden beispiel 
gnetisclxe Kugeln vorgeschlagen 



Die vorstehend beschriebenen Verfahren weisen einige Nachteile au£ In der Regel sind meh- 
rere Verfahrensschritte in nntersbhiedlichen Vorrichtungen durchzufuhren. Zudem verlangen 
diese Verfahren den Einsatz vor verschiedenen, teilweise nicht unbedenklichen Losungsmit- 
teln wie Phenolen oder halogenijerten Losungsmifteln. Die herkommlichen Verfahren sind 
zeitraubend, kompliziert und vetlangen den Einsatz von Stoffen zur Reinigung, die nachtrag- 
lich mSglichst quantitativ wiedefr entfernt werden miissen, da sie nachtragliche chemische 
Reaktionen wie die Folymerase-Kettenreaktion (PCR) beziehungsweise die nachfolgende 
Analyse der Reaktionsmischimgen behindern. 

Es sind Versuche beschrieben, las Verfahren zur Zubereitung polynukleotidhaltiger Reakti- 
onsgemische insbesondere fSr die PCR zu vereinfachen. In der WO 99/39009 ist ein Verfah- 
ren beschrieben, bei dera in eifller Einheit die aufeureinigende Probe zunSchst mit einem fe- 
sten TrSger in Kontakt gebracht wird. An diesem festen Trager, beispielsweise eine Membran 
oder ein Filter, ist ein Lysemittpl gebunden. Die Lyse erfolgt somit an diesem festen Trager. 
Anschliessend wird die in demj Gemisch enthaltene DNA aufgereinigt, indem das Gemiscb 
mit einem DNA-AufteinigungSmittel wie einem organischen Losungsmittel behandelt wird- 
Fiir den Fall, dass die DNA hierbei an einem festen Trager gebunden ist, wird das Polynu- 
kleolid anschliessend von demTrgger eluieit. Bei diesem Verfahren ist einReinigen-des Re- 
^ointisg^giaclia^ mit organischenj^agensien erfoxderliclL Zudem wird als Huiennittel eine 
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die PCR und eine nachfblgende Dpteknon in einem erheblichen Masse beziehungsweise ver- 
hindem derartige Folgeschritte vollstandig. 

In der WO 95/02049 ist ein Verfahren beschrieben, bei dem in einer Einbeit eine zu analysie- 
rende Probe zunachst filtriert wire , urn flussige Bestandteile abzutrennen. Anschliessend wer- 
den die auf dem Filter gesammelt sn Zellen resuspendiert und lysiert. Die lysierte Mischung 
wird anschliessend in eine zweite Kartuschenkammer filtriert. Das gefilterte Lysat wird in 
dieser Kammer unter Bedingungen auf eine feste Matrix gebracht, unter denen es zu einer 
Bindung der DNA an die feste Matrix kommt. Bei der festen Matrix handelt es sich gemSss 
den Beispielen der WO 95/0204S urn ein lonenaustanscherharz. Dieses Haiz wird in der 
zwehen Kammer der Kartuscbe in Form einer Suspension bereitgestellt. Die Suspension wird 
mit Wascbldsungen bebandelt, u n storende Bestandteile abzutrennen und durch einen Filter 
zu entfemen. Anschliessend win die DNA mit einem Elmennittel von der Matrix entfernt 
und ebenfalls durch den Filter aus der Kartusche herausgespiilt Bei diesem Verfahren mussen 
somit ebenfalls mehrere verschifjdene Losungen zum Suspendieren und Waschen des Reakti- 



Allen vorstehend beschriebenen 
Meotid bereitstellen. Es istkein 



Verfahren ist zu eigen, dass sie nur ein gereinigtes Polynu- 
Verfahren beziehungsweise keine Kartusche beschrieben, 
durch welche(s) eine vollstandige Reaktionsmischung fur die PCR in einem einzigen Arbeits- 
vorgang bereitgestellt werden kann. 



Es war die Aufgabe der vorliegenden 
len, um eine polynukleondhaltige 
einer biologischen Probe bereitkustellen. 



Die vorstehende Aufgabe wird 
zung zur Durchfuhrung einer 
fabren sowie eine Vorrichtung|wie 



Die vorliegende Erfmdung betrifft 
von 



Kettenreaktion, umfassend eirien 



FmDf an«S7fti t 1R..liili 1K:3K 



Erfmdung, eine Einheit und ein Verfahren bereitzustel- 
Reaknonsmischung fur die PCR auf einfache Weise aus 



gemass der vorliegenden Erfmdung durch eine, Zusammenset- 
chemischen Reaktion, einer Einheit beziehungsweise ein Ver- 
in den iraabhangigen Anspriichen defmiert geJost. 



eine Einheit, vorzugsweise eine Kartusche zur Zubereitung 
chemische Reaktionen, insbesondere fur die Polymerase- 
Einlass und einen Auslass sowie mindestens einen Trager, 
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voizugsweise eine Membran, dadirch gekennzeichaet, dass aa mindestens einen Trager eine 
nachstehend genauer definierte Zusainmensetzang in fester Form gebunden ist, welche zur 
DurchfUhrung der cheraischen Re aktion erforderliche Substanzen entbalt. 

Die eifindungsgemSsse Einheit hat den Vorteil, dass in einem einfachen und schnellen Ax- 
beitsvorgang ein Reaktionsgemis :h fiir eine chemische Reaktion bereitgestellt werden kann. 
Die zu analysierende Substanz wird in den Einlass der Einheit gegeben. Beim Durchtritt 
durch den in der Einheit befindlichen Trager, bei welchem es sich vorzugsweise urn eine 
Membran handelt, wird die Substanz mit einer nachstehend genauer definierten Zusammen- 
setzung vennischt, welche vorzugsweise an der Unterseite einer Membran bereitgestellt ist. 
Aus dem Auslass der Einheit trit : somit das fertige Reaktionsgemisch aus. Bei der Zusam- 
mensetzung handelt es sich erfujdungsgexn&ss bevorzugt urn ein Lyophilisat* 

Die vorliegende Erfindung ist nicht auf eine bestimmte Art von Probenzubereitungseinheit 
eingeschrankL Giundsatzlich six id von der vorliegenden Erfindung samtliche Einheiten um- 
fasst, in welchen eine Probe in Kontakt mit einem Trager kommen kann, an den eine Zusam- 
mensetzung gebunden ist. Etfin iungsgemSss bevorzugt sind Einheiten, die in veitikaler 
Richtung von der Probe durchstromt werden kdnnen. ErfindungsgemSss besonders bevorzugt 
ist die Einheit eine Kartusche. 

Gemass do: vorliegenden Erfin lung ist unter einem Trager jedes feste Material zu verstehen, 
an welches die Zusammensetzv ng gebunden werden kann. Beispielsweise kann der Trager 
eine Membran, eine oder mehrere Kugeln oder eine lockere Schicht sein. Erfindungsgemass 
bevorzugt ist der Trager eine Membran, Unter einer Membran soil gemSss der vorliegenden 
Erfindung eine fur Flfissigkeiten und Feststoffe wenigstens teildurchlassige Wand oder Diinn- 
schicht zu verstehen sein. Besc nders bevorzugt ist die Membran ein Filter. 

Der Durchtritt der Probe durcl die Einheit kann durch Anlegen eines tJberdrucks bezie- 
hungsweise Unterdruclcs an dip Einheit beschleunigt werden. Dies kann durch BercitsteUung 
entsprechender Offtiungeninder Einheit erreicht werden. Soil beispielsweise mit Hilfe von 

Ob^rdxcck-diaProbe schnelki„durck.die Membran gedriickt warden, ist eine Offimng zum 
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Offiiung kann ein Gerat zur Erzeufeung eines Ubexdrucks an die Einheit angeschlossen wei 
den. Beispielsweise kann es sich t ei diesem Geriit urn eine herkSmmliche Pumpe handeln. 
kann aber auch eine Spritze anget racht werden, mit deren Hilfe Luft in die Einheit gednicl 
werden kann. Soli mit Hilfe von Unterdnick die Probe schneller dutch die Membran gezoj 
werden, ist eine Offiiung zum An legen eines Unterdrucks im Bereich der Einheit von der 
Membran bis zum Auslass der Ei aheit bereitzustellen. An diese Offiiung kann ein Gerat zi 
Erzeugung eines Unterdrucks an die Einheit angeschlossen werden- Beispielsweise kann e 
sich bei diesem Gerat urn eine heirkommliche Vakuumpumpe handeln. Es kann aber auch i 
Spritze angebracht werden, mit deren Hilfe Luft aus der Einheit gezogen werden kann. Di< 
anzulegende Drockerhohung be2iehung$weise Dnickerniedrigung kann vom Fachmann le 



bestimmt werden. 



Gemass der vorliegenden Erfind img 
zung zu verstehen. Diese enthall 
PCR Polynucleotide. Die 
Pflanzensaft oder eine ahnliche 
sein. 



i Probe kann 



ist unter einer Probe die zu verarbeitende Zusammens 
im Fall der Zubereitung von Reaktionsgemischen fiir ero 
KoiperflOssigkeit, beispielsweise Blut oder Speichei 
riologische Quelle oder eine synthetische Zusammensetzi 



Ein Reaktionsgemisch fBr die pjolymerase-Kettenreaktion (PCR) enthait beispielsweise n€ 
dem zu amplifizierenden Polyn akleotid wie DNA das Enzym Polymerase zur Katalysieru 
der Amplifizierungsreaktion, Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs) als Bausteine dej 
synthensierenden Polynukleoti le, Oligonukieotid-Primer zur Ausl5sung der Reaktion so\ 
gegebenenfalls weitere Stoffe a vie Puffer. Die herkommliche Zubereitung eines Reaktion* 
misches fur die PCR nimmt aufgrund des sorgSltigen Abmessens der Mengen der zahlrei 
chen Bestandteile und des Ver nischens nicht unerheblich Zeit in Anspiuch. Dieser Zeit- 
Arbeitsaufwand entf&llt bei der erfindungsgemSssen Einheit und dem erfindungsgemSsse: 



Verfahren. 



Die erfindungsgemasse Einh< 
gelagert werden. Sie ist fur 



teit kannuber einen langen Zeitraum bei Raumtemperatur (2i 
den einmaligen Gebrauch vorgesehen. 



Bei bestimmten biologischen Proben wie Blutproben muss vor dem Vermischen mit den 
gen Bestandteilen des Reaktionsgemisches fur die PCR das Polynukleotid durch Lyse au; 
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Zellen freigesetzt und von den anderen storenden Bestandteilen der biologischen Probe gc 
nigt werden. Dies kann mit Hilfe siner weiteren Ausfiihrungsform der erfindungsgemasse 
Einheit ebenfells in einem Arbeitjschritt auf einfache Weise dwchgefiihrt werderi, GemSs 
der voriiegenden Eifindung werden hierfur in der Einheit zwischen dem Einlass und dem 
Trager, an welchen die Zusamm4iset23ing gebunden ist, zusatzlich 1 oder niehrere Memb 

i 

nen oder Trager, vorzugsweise 4jMembranen bereitgestellt Diese Trager, vorzugsweise 
Membranen, sind vorzugsweise so angeordnet, dass sich ibre Porengrdsse mit zunehmend 
Entfernung vom Einlass der Eml eit verkleinert. Auf diese Weise kann eine schrittweise A 
trennung immer kleinexer Bestandteile von der Probe erfolgen, ohne dass die Gefahr einei 
Verstopfung einer Membraa bes eht. Eine weitergehende Reiniguixg kann erreicht werden 
wenn in einem Zwischenraum z vischen zwei Membranen eine FestkSrper absorbierende ! 
stanz wie beispielsweise Aerosil bereitgestellt wird. 

Gemass einer bevorzugten AusfjBhrungsform der voriiegenden Eifindung ist einer der zusi 
lichen Triger so ausgebildet, dajss sich Polynukleotide an ihm binden. Dies kann beispiete 
se durcb Bereitstellung entsprecjhender fimktioneUer Gruppen an einer Membran erfolgen. 
Erfindungsgemass bevorzugt w srden an einer Membran funktionelle Giuppen bereitgestel 
die eine positive Ladung tragen und/oder ausbilden k6nnen. Ate Beispiel seien Aminogruj 
wie die Diethylaminoethylgrup >e genannt. Andere Probenbestandteile konnen danu von d. 
Polynukleotiden abgetrennt we den. Die Polynukleotide werden anschliessend mit Hilfe ei 
Eluiermittels von dem Trager, • vorzugsweise der Membran eluiert . Grundsatzlich kann das 
Eluiennittel durch den Einlass sder eine beliebige andere in der Einheit vorhandene Offim 
oberhalb des vorstehenden Tragers in die Einheit eingefuhrt werden. Erfindungsgemass be 
vorzugt umfesst die Einheit jec och eine Einheit zur Zufuhrung einer Flussigkeit wie dem 
Eluiennittel. Diese Einheit weist eineu Vorratsbehalter auf, in welchem das Eluiennittel ge 
gert ist. Der Vorratsbehalter is vom Innenraum der Einheit durch eine Membran getrennt. 
intakter Membran ist ein Eintritt des Eluiermittels in die Einheit nicht mSglich. Durch Anl< 
gen eines Unterdrucks kann disse Membran zerstSrt werden, wodurch das Eluiermittel in d 
Einheit gelangt. 

Bei deain.der Einhds snmdijnenJ^embxsnejL handelt es sich erfindungsgemass bevorzug: 

-?tt- 



^■izszzx.-zs aczr2gz^ r :^rlxtafthn-.- jg ^r. h'srkg iandidsLregr^ndgiaJ' 
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Cellulosederivaten wie Celluloseacetat, beispielsweise Z 
lith, Kunststoffen wie Polyamidei l, beispielsweise Nylon, Polysulfonen Oder halogenierteii 
Polymeren, beispielsweise Polytetrafluorethylen oderPolyvinylchlorid, gefertigt sein. Vox 
zugsweise weisen die in der eifin dungsgemassen Einheit verwendeten Filter Porengrossen 
einem Bereich von einschliesslic 1 5 \im bis einschliesslich 0,2 pm, vorzugsweise 0,3 bis C 
jam auf. Als Limitierung ist bei e iner bevorzugten Ausftihrungsform der vorliegenden Eifi 
dung zu berucksichtigen, dass sieli die Porengrosse der verwendeten Filter mit grfisserem 
stand vom Einlass der Eiuheit graduell vexringern soli. 

Der Trager, der zur Bindung von Polynukleotiden vorgesehen ist, ist vorzugsweise ein Fil 
und muss so ausgebildet sein, dass er fiber Wechselwirkungen mit Polynukleotiden diese ! 
stanzen binden kann. Es kSnned MerfJir beispielsweise ionische Wechselwirkungen oder ^ 
der Waals-Krafte ausgenutzt warden. Erfindungsgemass bevorzugt werden ionische Wecl 
selwirkungen herangezogen. Polynukleotide sind bei physiologischem pH-Wert negativ g 
dene MolekQle. Durch BereitsteOlung von funkdonellen Gruppen auf einer Membran, wel 
eine positive Ladung besitzen v nd/oder ausbilden konnen, kann die gewiinschte Bindung 
Polynukleotide an die Membran erreicht werden, Es konnen hierfur herkominliche Katior 
Austauscherharze als Material : Sir den Filter oder zur Impragnierung eines Filters aus eine 
der vorstehend aufgefQbrten Mrterialien verwendet werden. Erfindungsgemass bevorzugt 
weist diese Membran Aminogiuppen wie Diethylaminoethyl-(DEAE>Gruppen auf. 

Gemass einer bevorzugten Am fiihrungsfonn der vorliegenden Erfindung konnen eine odi 
mehrere der vorstehend bescbAebenen Membranen oder Trager mit einer Substanz impra 
gniert sein, welche die Oberflachenspannxmg von Fliissigkeiten erhohen kann. Dies fuhrt 
nerseits zu einem zusStzlichenFiltereffekt und andererseits zu einem besseren Fliessverfc 
des Reaktionsgemisches. Es kdnnen alle Substanzen eingesetzt werden, die den entsprect 
den Efifekt auf die Oberflachenspannung ausiiben und zur Impragnierung einer Membran 
eignet sind. ErfindungsgemSsi bevorzugt werden hierfiir polymere Siliciumverbindunger 
verwendet. Erfindungsgemass besonders bevorzugt werden Polydimethylsiloxane wie Di 
ticon® eingesetzt. 
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Fiir den FalL> dass Einheiten zur Xufreinigung der Probe vorhanden sind, umfesst die erfii 
dungsgemSsse Einheit weiterhin linen Abfallbehalter zur Aufhahme der Probenbestandte 

die nicht in das Reaktiojisgemiscli gelangen sollen. Mit Hilfe einer Reguliereinheit wie ei 
Dreiwegehahn kann wahlweise Sjubstanz iiber entsprechend bereitgestellte Zufuhrungsleii 
gen in den Abfallbehalter oder id eine Auffangvorrichiung fur das Reaktionsgemisch gele 
werden. 

Weim eine Lyse erfbrderlicb istj, kann diese wahlweise durch Zugabe eines Lysemittels d 
den Einlass oder eine beliebige andere vorhandene Ofihung der Einheit zur Probe oder du 
Kontaktieren der Probe mit einefr mit Lysemittel impragnierten Membran erfolgen. 



Bei alien Ausfuhnmgsformen 
Kapillare bereitgestellt sein. 
die Einheit eingefiihrt werden. 



Die erfindungsgemasse Einheit 



djbr vorliegenden Erfindung kann oberhalb des Einlasses eh 
ein definiertes Volumen einer fttissigen Probe 



Da lurch kann* 



kann aus jedem herkonunlichen Sir derartige Einheiten ve 



wendeten Material geferrigt sein. Erfindungsgemass bevorzugt ist die Verwendung von G 



als Material fur die Wande derjEinheit. 



Die erfindungsgemasse Einhei 



hat typischerweise eine GrQsse von etwa 3 cm. 



GemSss der vorliegenden ErfiAdung wird weiterhin ein Verfahren zur Zubereitung von Re 
tionsgemischen fiir chemische Reaktionen, insbesondere ftir die Polymerase-Kettenreaktic 
bereitgestellt, umfassend die S chrirte: 

a) EinfShren einer Probe in die Einheit gemass einem der AnsprQche 1 bis 14; 

b) Durchtritt der Probe dx irch einen Trager, vorzugsweise eine Membran, an welche ei 
nachstehend genauer definierte Zusammensetzung gebunden ist, die zur Durcbftihr. 
der chemischen Reaktjon erforderiiche Substanzen ernhalt, so dass das fertige Reafc 
onsgemisch aus demi^uslass der Einheit austritt. 



•03 
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dige und arbeitsintensive Herstell[mg des Reaktionsgemisches mit zahlreichen Mess-, Pipe 
tier-, Verdiinnungs- und Mischschritten entOllt beim erfcdungsgemassen Verfabren. Das 
Reaktionsgemisch mit Aumafanuj dear zu analysierenden Polynukleotide wird in Fonn eine 
Zusammensetzung in fester Form auf einem Trager, vorzugsweise einer Membran bereitgi 
stellt Vorzugsweise handelt es s: ch bei der Zusammensetzung um ein Lyophilisat. Diese t 
halt im Fall eines Reaktionsgemi sches filr die PCR das Enzym DNA-Polymerase zur Kara 
sierung der AmpUfizierungsreakion, Desoxyribonukleotidtripliosphate (dNTPs) als Baust 
der zu syntfaetisierenden Polyau deotide, Oligonukleotid-Primer zux Ausldsung der Reakti 
sowie gegebenenfidls weitere Staffe wie Puffer. ErfindungsgemSss konnen hierfiir grunds 
lich alle Reaktionsmischungen verwendet werden, die sich lyophilisieren lassen* Als Beisj 
seien die in der US-5,861,251 u id US-6,1S3,412 beschriebenen Zusammensetzungen ge- 
naxmt. 

Eine erfindungsgem&ss bevorzugt einsetzbare Zusammensetzung fur eine PCR ist die nac 
folgend beschriebene Mischuni Diese enthalt eine Polymerase, beispielsweise DNA- 
Polymerase, vorzugsweise Taq Polymerase. Taq-Polymerase ist eine aus dem Organismu 



Thermos aquaticus stammende 
Polymerase. 



Die Art der 
Fachmann sind die 



verwendeten Polyi aerase 



entsprechendej 



DNA-Polymerase und ist die am schnellsten amplifizierer 



$ ist abhangig von der zu amplifizierenden Substanz. 
sn Polymerasen fur die jeweiligen Targets bekannt. 



Die Polymerase wird in einer StammlSsung vorgegeben, welche zusatzlich eine Pufferies 
vorzugsweise Tris-Puffer mit pinem pH-Wert von. 8,3 und Rinderserumalbumin (BSA) ei 
halt. • 



Die Stammlfisung wird 
und/oder Erdalkalimetallhalo 
(dNTPs), mindestens einem 
aktionsprodukts und 
schliessend gegebenenfalls 



gegeben onfalls 



anschjiessend mit einer Pufferlosung, mindestens einem Alkali- 
;enid, den entspreghenden Desoxyribonukleotidtriphospha* 
pfrimer, einem Stabilisator sowie Stoffen zurDetektion des J 
weiteren ZusatzstofFen versetzt. Die Losung wird an 
Edit Wasser- verdiinnt 



EuiPf an«s!7Ai t IS. .lull 
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Die Pufferldsung ist vorzugsweis j Tris-Puffer mit einem. pH-Wert von 8,3. Daneben entb 
die Pufferldsung vorzugsweise Rinderserumalbumin (BSA) und MgCU- Der Pufferldsung 



kdnnen zudem zusatzliche Substlnzen wie beispielsweise Ficoll zugegeben werden. 

Die Zusammensetzung enthalt all mindestens ein Metallhalogeoid MgC^. Daneben kann 
Zusammensetzung weitere Alkali- und/oder Erdalkalimetallhalogenide, vorzugsweise Ch 
de, besonders bevorzugt KC1 enflialten. 



Die Zusammensetzung fur die PjCR muss mindestens einen Primer enthalten. Ein. Primer : 
eine Oligonukleotidsequenz, weiche an das zu amplifizierende Polynukleotid anhaftet un< 
die Arbeit der Polymerase notw mdig ist Im Fall der Amplifizierung von doppelstrangige 
DNA sind zwei Primer erfbrderlich. Die Primer sind in Abhangigkeit von dem zu amplift 
renden Polynukleotid auszuwablen. Entsprechende Primer sind dem Fachmann bekannt. 1 
findungsgemass bevorzugt sind Primer, die aus Abschnitten der 16SRNA bestehen. 



Die bevorzugte Zusammensetzhng enthalt weiterbin einen Stabilisator. Der Stabilisator st 
lisiert die Polymerase bei der ijyophilisation und ermdglicht eine Langzeitlagerung der Z 
sammensetzung ohne nennenswerten Aktivitatsverlust des Enzyms. Die Lyophilisation vc 
Proteinen sowie hierfur verwei dete Stabilisatoren sind bekannt. Der Stabilisator ist fur di< 
Aurrechterhaitung der Tertians ruktur des Proteins wShrend der Lyophilisation verantwort 
Bekanntlich ist die TertiSrstrul toir eines jeden Proteins unterschiedlich. Es kann somit nicl 
verlasslich vorhergesagt werd< n, welcher Stabilisator fur welches Protein geeignet ist. Es 
wurde gefunden, dass zur Stalilisierung von Taq-Polymerase Disaccharide und insbesond 
bevorzugt Trehalose geeignet ist Erfindungsgemass bevorzugt enthalt daher eine Zusarmt 
setzung mit Taq-Polymerase a Is Enzym ein Disaccharid und vorzugsweise Trehalose. 

Die bevorzugte Zusammensetzung enthalt weiterbin Stoffe zur Detektion des Reakdonsprc 
dukts. Hierbei handelt es sich um Substanzen, die durch physikaUsche Methoden detektier 1 
sind und sich an das amplifiz^erte Polynukleotid binden oder haften. Durch Detektion der 
Substanz kann_somit die Anwjesenheit desPolynukleotids errnittelt werden. Herkomrnliche 

"raseir/srden als^erartrg^sJbstsaizenFarbstotjfe eingesetzfc AlsBeisoiele se ien FarbstofK 
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LC-Rot 640, LC-Rot 705, 
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AlslBeispiel sind hier Fluorescein, Huoresceiiiisothiocyanat 
RhodatixL R6G, Oregon 488, RhodolgrOn oder FAM aufgefuhr 



ErfindungsgemSss konnen jedoc \ auch Komponenten verwendet werden, die bei der FRE 
(fluorescence resonance energy transfer pair)-Technologie zum Einsatz kommen. Hierbei 

Jgonuldeotide, die mit Fluoiphoren veibunden sind und a 
Sensor und Anchor bezeichnet werden, der PCR-Reaktionsmischung zugegeben. Diese O 
gonukleotide sind so auszuwShlen, dass sie in raumlicher Nahe zueinander an das amplifi- 
zierte Polynukleotid anhaften k« nneru Das Anchor-Oligonukleotid ist mit einem als Dono 
Fluorophor bezeichnetraaFarbstoffverbunden. Wenn die araplifizierte Reaktionsmischunj 
jnit elektromagnetischer Strahlung entsprechender Weilenlange bestxahlt wird, nimrat das 
Donor-Fluorphor die einfellendfc elektromagnetische Strahlung auf und transferiert diese « 
da s in raumlicher Nahe befindli :he Akzeptor-Fluorophor. Das Akzeptor-Fluorophor ist v< 
zugsweise an das Sensor-Oligonukleotid gebunden und erzeugt aufgrund der vom Donor- 
Fluorophor transferierten elektramagnetischen Strahlung eine erfassbare Fluoreszenzemis 
on. Ausfiihrungsformen der FRET-Technolo gie sind beispielsweise in der US~6, 174,670, 



WO 92/14845 oder der EP-B-0 



Weiterhin kann gemSss der 
gegeben werden, urn 



870 063 bescbrieben. 



voxjliegenden Exfindung der Zusanunensetzung Carbopol 940 
oxidative Effekte zu verhindern/ 



Die Polymerase-StammlQsungJ enthaltend die Polymerase, die Pufferlosung sowie Rindei 
serumalbumin, wird mit einer > ufferlSsung, mindestens einem Alkali- und/oder Erdalkali 
tallhalogenid, mindestens einem Primer, sowie einem Farbstoff (im Fall der Anwendung 
FRET-Technologie mit einem Anchor- und einem Sensor-Oligdnukleotid) und sanftem R 
ren vermischt Anschliessend werden die entsprechenden Desoxyribonukleotidtriphospha 
(dNTPs), der Stabilisator sowie gegebenenfalls zusatzliche Komponenten zugegeben. Die 
erhaltene Mischung wird ansc lliessend nach dem Fachmanxi bekannten Standard-Method 
lyophilisiert 



Das so erhaltene Lyophilisat 
kein Aktivitatsverlust der 



Pol; am 



Fmftf anf o7'oi+ 15 lull 10.0c 



sjeichnet sich durch eine hohe Lagerstabilitat aus. Es tritt nal 
erase auf. 
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Obwohl die Bereitstellung der Zusammensetzung in Form eines Lyophilisats die bevorzui 
AusfQhrungsform der vorliegendln Erfindung darstellt, kSnxien jedoch auch andere dem 
Fachmann bekannte Moglichkeit m gewahlt werden, urn die vorstehende Zusammensetzur 
an den Txager zu binden. 

Eine erfindungsgemass besonders bevorzugte Reaktionsmischang umfasst unter anderem : 
gende Komponenten in folgenden Mengen: 



Komponente 




Menge 


Puflferlosung aus 50 roM Tris (; 
serumalbumin, 0.5-1.0% Ficoll 


pH=8.3), 0.25 mg/ml Kinder- 
raid 1 inM MgCb 


2,0 pi 


50mMKCl 




5,0 pi 


200jiMdNTP 


1 


2,0 m* 


Polymerase-Stammlosung (0,4 
Hg/ml Rinderserumalbuniin) 


U/10 pi Polymerase, 250 


2,0 Ml 


0,5 jiM Primer 1 




1,0 jil 


0,5 jiM Primer 2 




1.0 Mi 


0,2 \xM Sensor-Oligonufcleotic 




0,2 nl 


0,4 jxM Anchor-Oligonukleoti 


i 


0,4 }il 


l,0mMMgCl 2 




0,8 Ml 


Trehalose 




8% (w/v) 



Wahrend des Durchtritts der Probe durch vorzugsweise die Membran wird die besonders b 

v acu g t £suksiUni£2Edt£-dsn^ Zusammenseteong von derProbenxlus- 
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Einheit ein fertiges Reaktionsgi 
suchenden Poiynukleotid di 



;em|isch aus, das neben dem zu amplifizierenden und zu unte 
die Bestandteile der Zusammensetzung umfasst. 



i die 



Der Durchtrirt der Probe durch 
vom Auslass abgewandten Seite 
zugewandten Seite der Membran 
schriebenen Massnahroen durchgefiihrt werden. 
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Membran kann beschleunigt werden, ixxdem man an der 
der Membran Oberdruck anlegt oder an der dem Auslass 
Unterdruck anlegt. Dies kann durch die vorstehend be- 



Das vorstehend beschriebene einfache Verfahien kann nur mit Proben durchgefflhrt werde 
bei denea weder eine Lyse von Zellen zur Freisetzung von Polynukleotiden noch eine Reu 
gung der Probe erforderlich ist. Bei der deuilichen Mehrzahl von biologischen Proben sine 
aber die vorstehend genannten Schritte erforderlich. Gemass einer bevoraigten Ausfuhrun 
form der vorliegenden Erfindung umfasst daher das erfindungsgemasse Verfahien zwischi 
den Scbritten a) und b) als zusaljzlicbe Schritte 
al) eine Lyse von Zellen in < ler Probe 

a2) die Trennung der Pblym JdeotLde von anderen Probenbestandteilen. 

Die Lyse von Zellen kann nach herkfiminlichen Verfahien aus dem Stand der Technik dm 
gefuhrt werden, Gemass einer J lusfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird hierfiir 
Lysemittel zur in der Einheit befindlichen Probe gegeben. Die erste Membran in der Einto 
ausgehend vom Einlass weist erne deraxtige PorengrSsse auf, dass Zellen nichi hindurchtr 
konnen. Andererseits konnen djie durch die Lyse der Zellen erbaltlichen Teilchen durch di 
Membran gelangen. 



Eine weitere Ausfuhrungsform 
Lyse dadurch erfolgt, dass die 
nem Lysemittel impragniert i 
kommt, wird die Lyse 



ist 



: der Zellen 



Herkommliche und fur die 
spielsweise ein Detergcns. 
Katriumd 
tel. Als 



i erfindungsgemass be\{orzugtes 



der vorliegenden Erfindung besxeht darin, dass der Schritt 
erste Membran in der Eiiiheit ausgehend vom Einlass mit € 
Wexm die zellhaltige Probe mit der Membran in Kontakt 
ausgelOst 



voiliegende Erfindung verwendbare Lysemittel umfassen bei- 
Es kQnnen anionische Detergentien wie N-Lauroylsarcosin od 
odecylsulfat verwendet werden. Weiterhin verwendbar sind enzymatische Lyse 

Beispiel hierfiir ist Proteinase K genanni. Nicht gc 
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net fur das erfindongsgemasse Ve rfahren sind jedoch. Lysemittel mit Bestandteilen, welch 
die nachfolgende chemisette Real tion und Detektion stSren. Beispielsweise storen Chelat- 
bildner eine nachfolgende PCR u id deren Auswertung. Bei der Zubereitung von Reaktion 
gemischen fur die PCR sind daher Lysemittel nrit chelatisierenden Bestandteilen zu venne 
den. Die Menge an Lysemittel ist abhSngig von der im Prqbenvolumen enthaltenen Mengc 
Zellen. Erfindungsgemass bevor :ugt wird eine Menge von 1-10 jxl Lysemittel bereitgestel 

Bei dem erfindungsgemassen Verfahren durchlauft die Probe in der Einheit in AbhSngigki 
von der Beschaffenheit der Prob 5 and den Anforderungen an die Reinheit des bereitzustel. 
den Reaktionsgemisches mehrex e zusStzliche Membranen oder TrSger. Wie vorstehend be 
schrieben werden hierfur in der Einheit zwischen dem Einlass und dem Trager, an welche 
Zusammensetzung gebunden ist, zusatzlich 1 oder mehreie Membranen oder Trager, vor- 
zugsweise 4 Membranen bereitgestellt Diese Membranen oder Trager sind vorzugsweise 
angeordnet, dass sich ihre Porei tgrosse mit zunehmender Entfemung vom Einlass der Einl 
verkleinert. Anf diese Weise ka on eine schrittweise Abtrennung ixnmer kleinerer Bestandt 
von der Probe erfolgen, ohne diss die Gefahr einer Verstopfung einer Membran besteht E 



PorengrSsse und Beschaffenhei 



t der Membranen ist vorstehend beschrieben. 



Aufgrund des Durchtritts dure! die verschiedenen Membranen oder TrSger wird ein zuneb 
mender Reinheitsgrad der in de r Probe befindlichen Polynukleotide erreicht Durch die erf 
dungsgemasse Anordnung von|Membranen oder Tragern bedarf es beim erfindungsgemSs: 
Verfahren im Gegensatz zu deji herkQmmlichen Verfahren aus dem Stand der Technik keii 
Waschschritte, Die Zugabe von WaschlSsungen beinhaltet neben dem zusatzlichen Arbeits 
aufwand grundsatziich die Gefehr einer Kontamination des resultierenden Reakrionsgemi- 
sches. Derartige Schritte werd aa daher erfindungsgemass vennieden. 

Eine weitergehende Reinigung kann erreicht werden, wenn in einem Zwischenraum zwiscl 
zwei Membianen eine Festkoi per absorbierende Substanz wie beispielsweise Aerosil berei 
gestellt wird. Auf diese Weise konnenBestandteile vvie das Hamoglobin aus einer Blutprot 
entfernt werden, ohne dass es zu einer Verstopfung eines Filters kommt Erfindungsgemas* 

b^rai^tTfisssJ^^ Substsnz^schen den ersten.bddenJtfembia 
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Gem&ss einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn der vorliegenden Erfindung konnen wie vorste- 
hend beschrieben eine oder mebi are der vorstehend beschriebenen Membranen oder Trager 
mil einer Substanz impragniert sein, welche die Oberflachenspannung von Hflssigkeiten er- 
hohen kann. Dies fuhrt einerseitsl zu einem zusStzlichen Fiitereffekt und andererseits zu einem 
besseren Fliessverhalten des ReaUonsgemisches. Es k5nnen alle Substanzen eingesetzt wer- 
den, die den entsprechenden Effiki auf die Oberflachenspannung ausiiben und zur ImprSgnie- 
rung einer Membxan geeignet sincL ErfindungsgemSss bevomigt werden hierfiir polymers 
Siliciumverbindungen verwendet. ErfindungsgemSss besonders bevorzugt werden Polydime- 
thylsiloxane wie Dimeticon® ei lgesetzt Dimeticon® ist eine als Arzneimittel im Handel er- 
haltlicher Substanz gegen Magekbeschwerden. Es hat die chemische Formel 



(CH 3 ) 3 Si-0 



bevox2Ugten 



Gemass einer besonders 
der Schritt der 

bringen der Probe mit einem 
lynukleotiden Vorgesehen ist 
lautert worden, 
reitungsbedingungen negativ 
len Gruppen auf der Membran 
konnen* an die Membran 
Austauscherharze 



; als Material fiir 



der vorstehend aufgefuhrten & aterialien 



weist diese Membran Aminogruppen 



Die anderen Probenbestandteije, 
Membran und werden so von 
GemSss einer bevorzugten 
diese Membran gebundenen 
der PolynuMeotide 



CH 3 

6h z 



Si(CH 3 ) 3 
n 



Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung umfasst 
von anderen Proberibestandteilen das in Kontakt 
; vorzugsweise einer Membran, die zur Bindung von Po- 
Beschaffenheit dieser Membran ist vorstehend bereits er- 

die unter den erfindungsgemassen Zube- 
gbladenen Polynucleotide dutch Bereitstellung von fiinktionel- 
welche eine positive Ladung besitzen und/oder ausbilden 
Es konnen hierfur herkSmmlicbe Kationen- 
den Filter oder zur Impragnierung eines Filters aus einem 
verwendet werden* ErfindungsgemSss bevorzugt 
wie Die1hylaminoethyl~(DEAE)-Gruppen auf. 



1 Trennung der Pc lynufcleotide 
Tifiger, 
Die; 

Eifindungsgem ass bevorzugt werden < 



gebuiden 



i, welche nicht an diese Membran binden, treten durch die 
ien an die Membran gebundenen Polynukleotiden getrexint 
ungsfonn der vorliegenden Erfindung werden die nicht an 
ijrobenbestandteile in einen Abfallbehalter geleitet. Unterhalb 
bindenden Membran ist eine Reguliereinheit wie ein Dreiwegehahn be- 
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Nach Durchtritt der Probe durcli 
in den AbfallbehSlter werden die 
form der vorliegenden Erfindun; 



der Probe in die Einheit so eingestellt, dass er durch 
leitet. 



lie Polynukleotide bindenden Membran und deren Leitu 
Polynukleotide gemSss dieser bevoraigten Ausfuhrungs 
von der Membran eluiert Hierzu wird ein Eluiermittel a 
die Membran gebracht. GTundsatzlich kann das Eluiermittel durch den Einlass oder eine fc 
liebige andere oberhalb des vors shenden Trggers vorhandene Ofihung in die Einheit eing 
fuhrt werden. Wie vorstehend ai sgeftihrt ist es jedoch erfindungsgemass bevorzugt, das E 
iennittel in einem Voiratsbehaltter einer Einheit zur Zuflihrung einer Flttssigkeit aufeubew 
ren und durch ZerstSren einer Membran durch Anlegen von Unterdruck in die Einheit ein 
fuhren. 

Erfindungsgemass kfinnen lierk Smmliche Eluiermittel eingesetzt werden. Die Wahl des E; 
ieimittels ist von der Beschaff© iheit der Polynukleotide bindenden Membran abhangig un 
kann vom Fachmann routinera&ssig durchgefiihrt werden. Nicht geeignet filr das erfindunj 
gemasse Verfehren sind jedoch Eluiermittel mit Bestandteilen, welche die nachfolgende d 
mische Reaktion und Detektior storen. Beispielsweise stfirend Chelatbildner eine nachfol* 



de PCR und deren Auswertung 
sind daher Eluiermittel mit che 

[ 



Bei der Zubereitung von Reaktionsgemischen fiir die PCB 
atisierenden Bestandteilen zu vermeiden. ErfindungsgemSj 
bevoizugt wird eine Hochsalzlpsung als Eluiermittel eingesetzt. Unter einer Hochsalzlosui 
wird gemSss der vorliegenden Srfindung eine etwa 0,7-2 M SalzlQsung verstanden. Bevor 
sind jedoch 0,9- 1,8 M Salzlfis ingen als Eluiermittel, Vorzugsweise weist das erfindungsg 
masse Eluiennittel einen pH^ ten von 8,0 bis 8,5 au£ der durch Einstellung mit beispiels\ 
se einem Alkalimetallhydroxid wie Natronlauge erreicht werden kann. Die Menge an Elui< 
mittel ist abhangig von der im Probenvolumen enthaltenen Menge an Poiynukleotiden. Erf 
dungsgemass bevorzugt wird im Vorratsbehalter eine Menge von 0,1-1,5 fil Eluiermittel b< 
reitgestellt 



Bei dem erfmdungsgemassen 



Verfahren dieser Ausflihrungsform wird nach dem Durchtriti 
die.PoIynuldeotide bindende Membran. die Reguliere 
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eine entsprechende Auffangvorrichtung geleitet wird. Gemass einer bevorzugten Ausfuh- 
rungsfonn der Einheit mit Voiraibebalter fur das Eluierauttel wird Unterdruck angelegt and 
somit die Membran der Einheit s ir ZufQhrung des Eluiennittels zerstSrt Alternativ wird das 
Eluiennittel durch den Einlass der Einheit in die Einheit gegeben. Das Eluiennittel gelangt 
auf die Polyaufcleotide bindende iMembraii und eluiert die Polynukleotide von dieser Mem- 
bran. 



Das die Polynukleotide 
anwelchendie 
mensetzung in das Eluat und 



Zusammensetzung gebimden 



somit 



Das fertige Reaktionsgemisch tritt 
und wird in einer geeigneten Ai 
dass die Of&ung zum Anlegen 
tig verschlossen wird, urn einen 
venneiden. 



enthaltende Eluat tritt durch den Trager, vorzugsweise die Membran, 
ist. Es kommt zu einer Aufhahme der Zusam- 
zur Bildung des fertigen Reaktionsgemisches. 



dutch den Auslass aus der erfindungsgemassen Einheit aus 
03 ffangvorrichtung aufgefangen. Es ist hierbei zu beachten, 
sines Unterdrucks, falls ein solcher angelegt wurde, rechtzei- 
Durchtritt des Reaktionsgemisches durch diese Offhung zu 



Der gesamte Zubereitungsvorging des erfindungsgemassen Verfahrens ist somit sehr schnell 
und wenig arbeitsaufwendig. Typischerweise ist nach. 3-5 Minuten das fertige Reaktionsge- 
misch bereitgestellt Da der gesamte Vorgang in einer Vorrichtung durchgefiihit wird, besteht 
beim erfindungsgemassen Verfjahren nur ein geringes Kontaminierungsrisiko. 



Mil der erfindungsgemassen 
geringe Probenvolumina 
weise ein Volumen von etwa 
grSssere Probenvolumina 
genannten Mengen an etfbrdi 



Einheit und dena erfindungsgemassen Verfahren konnen auch 
verarpeitet werden. Das fertige Reaktionsgemisch kann typischer- 

nl bis 2 jil anfweisen. Selbstverstandlich konnen jedoch auch 
verairbeitet werden, gegebenenfalls unter Anpassung der vorstehend 
erlichem Eluiermittel und Lysemittel. 



Die erfindungsgemasse Einheit 
automafisierte Zubereitung von 



eignet sich aufgrund der einfachen Bedienung auch fur eine 
Reaktionsgemischen. 



Empf anssze i t 15. Jul i 16:36 
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Die vorliegende Erfindung betriff : weiterhin eine Vorrichtung zur Zubereitung von Reakt 
onsmischungen fur chemische Reaktionen, insbesondere fur die Polymerase-Kettenrealctii 
umfessend 

a) mindestens eine vorstehend beschriebene Einheit; 

b) mindestens eine Reaktion svoitichtung, welche Uber eine Ofihung mit dem Auslasj 
einer Einheit in Verbindu ig steht und nacb dem BefEQlen mit einem Reaktionsgen 
von der Probenzubereitui gsvorrichtung getrennt werden kann, 

Gemass einer bevorzugten Ausfiahrungsfoim werden mehrere, beispielsweise 3 Einheiien 
beispielsweise Kartuschen in einem Gebause bereitgestelit. Bei dem Gehause kann es sicl 
beispielsweise urn einen Korper aus Kunststoff wie einem Polycarbonatblock bandeln. Jei 
Einheit ist Qber ihren Auslass mit einer separaten Auffarigvorrichtung verbunden. Auf die 



Weise konnen beispielsweise g 
Negativprobe zubereitet werdenl. 



sichzeitig ein Reaktionsgemisch, eine Positivprobe und ei 



Die aus den Einheiten austretenden Losungen gelangen in eine oder mehrere Reaktiousvo 
richtungen. Reaktionsvorrichtu igen sind gemass der vorliegenden Erfindung Voixichtung 
welche zur Durchfiihrung einer chemischen Reaktion wie der PCR und vorteilhaft audi zi 
DurchfQhrung einer anschliessenden Auswertung geeignet sind, Derartige Reaktionsvorri< 
tungen sind beispielsweise jffir die PCR beschrieben. Es wird diesbeziiglich auf die US- 
5,589,136, US-5,639,423 und die US-5,958,349 verwiesen, deren entsprechender Inhalt h 
mit ausdrQcklich in die vorliegende Anmeldung aufgenommen wild, Eine weitere geeigne 
Reaktionsvorrichtung ist in detf WO 03/019158 beschrieben, deren diesbeziiglicher Inhalt 
hiermit durch Bezugnahme ausdrucklich eingefiigt wird. 



Gemass der vorliegenden Erfindung ist die Vorrichtung so ausgestaltet, dass die Einheit v 
der Reaktionsvorrichtung getr innt werden kann. Eine Ausgestaltung erlaubt die Entnahm* 
Reaktionsvorrichtung aus derpobenzwberexiimgsvomchtung. Die Reaktionsvomchtung \ 
iiber die Einheit befiillt, anscbttiessend entnommen und in ein GeiSt zur Durchfflhrung und 
gegebenenfells Auswertung einer chemischen Reaktion wie einer PCR iiberfuhrt. Eine altc 
rative Agsgc atoltimg sdauht flie Trennung der Einheit von der restlichen Vorrichtung. In < 
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die Einheit befiillt wird. Anschliessend wird die Einheit von der Reaktionsvomchtung ge- 
trennt- 

Die vorliegende Erfindung wird nachstehend anhand von nicht einschrSnkenden Zeichmingen 
und Beispielen veranschaulicht. Es zeigen: 



Fig.l 
Fig. 2 
Fig- 3 



eine erste Ausfuhiungsform der erfindungsgemassen Einheit 

eine zweite Aiisfulhrungsfoxm der erfindungsgemassen Einheit 

eine Ausfuhrungsjfonn der erfindungsgemassen Proben2xibereitungsvoirichtung 



In Fig. 1 ist eine ersten Atisfuhnpgsform der erfindungsgemassen Einheit in Form einer 
Kartusche gezeigt. Es handelt si :h hierbei urn eine Kartusche zur Zubereitung eines Reakti- 
onsgemisches ohne Lyse- oder Keinigimgsschritte. Die Kartusche (1) weist einen Einlass (2) 
und einen Auslass (3) auf. In der Kartusche (1) ist eine Membran (4) vorhanden, an welche 
die Zusammensetzung, vorzugs iveise das Lyophilisai, gebunden ist Zusatzlich besitzt die 

► zum Aniegen eines Unterdrucks. Beispielsweise kann an die 
Vakuumpumpe angeschlossen werden. Eine Probe wird durch 
(1) gegebetL Die Probe tritt durch die Membran (4) und ver- 
mengt sich hierbei mit der Zusammensetzung. Anschliessend tritt das fertige Reaktionsge- 
misch durch den Auslass (3) aus und gelangt in die Auffangvorrichtung (6), 



Kartusche (1) eine Offirung (5) 
Ofihung (5) ein Schlauch einer 
den Einlass (2) in die Kartusch< \ 



In Fig. 2 ist eine Ausfiihrungsf >rm der erfindungsgemassen Einheit in Form einer Kartusche 
(1) gezeigt, welche zaisatzliche Einrichtungen zur Lyse und Reinigung einer Probe aufweist. 
Oberhalb des Einlasses (2) der Kartusche (1) ist eine Kapillare (7) optional vorgesehen, um 
die Einfuhrung definierter Vol amina in die Kartusche (1) zu ennoglichen. 

Die Probe gelangt zunachst a^f einen Filter (8) mit einer Porengrosse, welche den Durchtritt 
intakter Zellen xiicht erlaubt Es wird nun eine Lyse der Probe durchgefuhrt. Dies kann entwe- 
der durch Zugabe eines Lysenuttels durch den Einlass (2) oder durch Bereitstellung eines mit 
Lysemittels imprSgnierten Fil ers (8) erreicht werden. 

i 

Die lysierte Probe tritt anschliessend durch den Filter (9), der mat einem kleineren Poren- 
durchmesser versehen ist als Filter (8). Werden Volumina tiber 1 ml verarbeitet, so kann op- 
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tional im Zwischenraum zwischea den Filtera (8) und (9) eine Festkorper absorbierende Sub- 
stanz bereitgestellt werden. Die F lussigkeit gelangt so weiter auf den Filter (10). Der Filter 
(10) ist em Polynukleotide bindemder Filter, der wie vorstehend bescbrieben ausgestalter ist. 
Die Polynukleotide binden an den Filter (1 0), wahrend die restlichen Probenbestandteile 
durch den Filter (10) dringen unc durch den Filter (1 1) in den Abfallbehalter (1 5) gelangen. 
Der Dreiwegehahn (14) ist so eii gestellt, dass die die Kartusche (1) durchlaufende Substanz 
in den Abfellbehalter (15) geleitet wird. 

Anschliessend wird der Dreiwegehahn (14) so eingestellt, dass nun die Kartusche (1) durch- 
laufende Substanz in die Aufifankyorrichtung (6) geleitet wird. Es wird uher die Offhung (5) 
ein Unterdruck an die Kartusche (1) angelegt, welcher die Membran (12) der Zufuhreinheit 
zerstfirt. Aus dem Vorratsbehaltsr (13) gelangt nun Eluiermittel in die Kartusche (1). Das 
Eluiermittel eluiert die Polynuk eotide von dem Filter (10). Der Filter (10) kann zusatzlich mit 
einer die Oberflachenspannung Jerhohenden Substanz wie einem Polysilan, beispielsweise 
Dimeticon®, impragniert sein. Durch diese Impragnierung wird einerseits ein zusatzlicher 
FilteretTekt erreicht. Andererseits wird das Impragmermittel vom Eluat aufgenommen. Das 
fuhrt dazu, dass das fertige Reaktionsgemisch eine bessere Gangigkeit in Flussigkeitskanalen 
aufweist. 



ltende: 



Das die Polynukleotide enraaltende Eluat tritt durch den Filter (1 1) und gejangt auf die Mem- 
bran (4), an welche die Zusammensetzung gebunden ist. Beim Durchtritt durch die Membran 
(4) nimmt das Eluat die Zusammensetzung auf, wodurch das fertige Reaktionsgemisch gebU- 
det wird. An die Ofmung (5) sollte nun kein Unterdruck mehr angelegt sein, um ein Durch- 



treten der Reaktionsgeniisches 



durch die Ofmung (5)zu veimeidea. Das Reaktionsgemisch 



tritt schJiesslich durch den Auslass (3) und gelangt in die Auffangvorrichtung (6). 

In Fig. 3 ist eine Ausfuhrungs; brm einer erfindungsgemassen Probenzubereitungsvorrichtung 
gezeigt. In einem Koiper (17) beispielsweise einem Block aus Polycarbonat, sind drei Ein- 
heiten wie beispielsweise Kar uschen (1) angeordnet Diese sind mit einer Reakcionsvorrich- 
tung-(16) deiart verbunden, diss das aus den jeweiligen Kartusehen(l) austretende Reakti- 

onsectnisc 



isr Latung^jpsra^ zugeruhrt 
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ssend werden die Kaituschen (1) Ind der Karper (17) von der Reaktionsvomchtung (16) ge- 



txermt- Im vorliegenden Fall wird 



zur 



Mit der vorliegenden Erfindnng 
einfache "Weise zubereitet werdejn, 
rung von chemischen Reaktionen 
laufen werden miissen. 
Polymerase-Kettenreaktion (PC|R) 



die Reaktionsvomchtung (16) entnommen und in ein GerSt 
Durchfuhrung und Auswertui g einer chemischen Reaktion uberfuhrt. Wie vorstehend 
ausgefuhrt kann gemass einer anderen Ausfuhrungsfonn die Reaktionsvorrichtung (16) be- 
reits wahrend des BefuUens im Gerat zur Durchfuhrung und Auswertung einer chemischen 
Reaktion angeordnet sein. In dies em Fall werden nach dem Zubereiten der Reaktionsmi- 
schungen die Kartuschen (1) nnd, der Korper (17) von der Reaktionsvorrichtung (16) abge- 
noxnmen. 



cSnnen Reaktionsgemische fur chemische Reaktionen auf 
Insbesondere ist das System als Bestandteil der Durchfuh- 
geeignet, bei denen kontrollierte Temperaturcyclen durcb- 
Ein Beisfoiel fiir eine derartige Reaktion ist die einleitend beschriebene 



Mit der vorliegeixden Erfindung wird somit die Durchf&hnmg von Verfahren erleichtert, mit 
denen zwischen unterscbiedlicl en in einer Reaktionsmiscbung befindlichen Polynukleotiden 
(DNA Oder RNA) difierenziert werden soli oder verschiedene Mutationen in Polynukleotiden 
mit dem erfindungsgem&ssen System nachgewiesen werden sollen. Somit kann das erfin- 
dungsgemasse System zum Na &weis von Protozoen, Pilzen, Bakterien, Viren oder be- 
stimmten DNA-Mutationen eh gesetzt werden. Neben der Diagnose von Krankheiten Oder 
Veranlagungen fiir Krankheite 1 kann das erfindungsgemSLsse System somit audi fur das Ge~ 
biet der Phaxmacogenomics ve rwendet werden, dJi. der individuell nach der genetiscben Ver- 
aniagung des Patienten ausgelegten Therapie, beziehungsweise fiir Phytochemie, VeterinSr- 



medizin, Veterinarbiochemie, 



N/Gkrobiologie oder allgemein fur Gebiete, bei denen Polynu- 



kleotidanalytik betrieben werden muss. 



Befsoiel 1 

Es wurden 500 Vollblut in 
s&tzlich mit EDTA versetzt, 
Das Vollblut wurde zur 
0.5 ixxb) gesaugt. Dann wurdc 
zweite Reinigungsstufe gefimrt 



die erfindungsgemasse Kartusche getropfL Das Blut war zu- 
die Gerixmungskaskade und eine Proteolyse zu verhindem. 
der grobsten Partikel durch einen Vorfilter (Durchmesser 
die Probe durch einen Nylonfilter (Durchmesser 0.5 pm) als 
Das Blut gelangte anschliessend liber eine Membran (DEAE- 



Entfejrnung 
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Membran / Hibond), die auf der I Tnterseite mit einer Dimeticon-Losung impragniert wax 
vierten Filter, einem Benetzungsfilter* Nach Passage des Blutes wurde der Hahn von der 
Stellung „waste" auf die Stellund chip" gedreht- Gleichzeitig wurde das Vakuum erhoht, 
die Membrane mit dem Hochsab|Pu£fer (1 M NaCl) platzte. Dieser Puffer gelangte auf d 
Benetzungsfilter und riss nun didNukleinsauren von der Membran weg und fuhrte diese 
durch einen zweiten Kanal iiber knen porQsen Hartfilter, auf dessen Unterseite das Lyop 
sat gebunden war. Das Lyophili Jat hatte die vorstehend fur die Reaktionsl6$ung beschrU 
Zusammensetzung und war aus iieser durch berkommlicbe LyophiHsiennethoden erhalt 
worden. Die Menge an Lyophilteat wurde derart gewahlt, dass nach Benetzung eine End 
zentration an Primer von 0.5 jxmol/l, an Anker- und Sensor-Sonden von 0.2-0.4 nmol/1, * 
Magnesiumchlorid zwischen 1-| rnmol/1, an dNTP, dUTP-UDG entsprechend nach Prot 
stellung (ca. 2 mmol/1), an Polymerase AmpliTaq Gold (5U) von 7 nl), sowie 8% Trehal 
oder Mannose, 1,3% Carbopol 940, 1% Tween 20 erhalten wurden. Nach Durchfluss da 
sung in den Mikrochip gemass der WO 03/019158 (oder ein anderes Analysesystem) wa 
Losung nun bexeit fur eine PCR-Analytik. 



Beispiel 2 

Analog zu Beispiel 1 wurde Vollblut in die erfindungsgemMsse Kartusche getropft Ansc 
ssend wurde die Kartusche ver: schlossen und wahrend 5 Minuten auf 95°C erhitzt und fu 
Minuten um die eigene Achse zentrifugiert. Anschliessend wurde eine Vakuum angelegt 
vom Blutkuchen getrennte Plasma konnte ohne Hochsalzlosung direkt ttber den Benetzu: 
filter und den Hartfilter mit dem darauf befindlichen Lyophilisat gefuhrt werden. Nach 
Durchfluss der Losung in den Kfikrochip gemass der WO 03/019158 (oder ein anderes A 
sesystem) war die Losung nuq bereit fur eine PCR-Analytik. 

Beispiel 3 

Die Vollblutprobe wurde zun&chst fur 10 Minuten bei 2500 U/min zentrifugiert 300 id d 
gewonnenen Blutplasmas wurden einmal mit EDTA versetzt und in die erfindungsgemiLs 
Kartusche getropft, und ein anderes Mai direkt in die erfindungsgemasse Kartusche getrc 
Die Probe durchlief die in Beispiel 1 bescbriebenen Filter, wobei eine Grobreinigung nic 

m-^ftr giihmsriich. wsnJDie Probe konnte ohm HochsalslSsung^direlct iiber den Benetzun; 
■'■" ^g zch^i i^iL^bnrgcirzzr b dSisj ii drsni voshili^ z^ohjxy-'om?^? Fact 
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Durchfluss der LOsung in den Mikrochip 
sesystem) war die Losung nun 



gemass der WO 03/019158 (oder ein anderes Analy- 
bereit fur eine PCR-Analyuk. 



Beispiel 4 
Analog zu Beispiel 2 wurde statt 
PCR-Analytik zugefuhrt 



Beisniel 5 

Die gemass Beispiel 1 bis 4 
einer herkSinxnlichen PGR-Rea!>tion unterzogen 
ge und genaue 



eMtenen Proben warden wie in der WO 03/019158 beschrieben 
xind ausgewertet. Es wurden sehr zuverlSssi- 
Charakterisierungen von Polynukleotiden erhalten. 
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einer Vollblutprobe eine Urinprobe verarbeitet und einer 
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1. 



2. 



Zusammensetzung, voizu jsweise Lyophilisat, zur Durchfuhrung chemischer Reala 
nen, insbesondere fur die Polymerase-Kertenreaktion, enthaltend 

i) eine Losung umfa ssend eine Polymerase, vorzugsweise DNA-PoJymerase, : 
besondere Taq-Polymeiase; 

ii) MgCfe sowie gegabenenfalls rnindestens ein v/eiteres Alkali- und/oder Erda 



iii) 
iv) 
v) 
vi) 

Vil) 



kalimetallhalogMlid, vorzugsweise KC1; 
Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs); 

, vorzugsweise zwei Primer, 
einen Stabilisaroxt vorzugsweise ein Disaccharid, insbesondere Trehalose; 
Stoffe zur Detekt ion des Reaktionsprodukts; und 
gegebenenfells weiterc Zusatzstofie. 



Zusammensetzung nach Anspruch l a dadurch gekennzeichnet, dass die StofFe zur I 
tektion des Reaktiouspn dukts FluoreszenzfarbstofFe stud, die vorzugsweise an jew 
ein Anchor- und ein Seusor-OligonukJeotid gebunden sind. 

Einheit, vorzugsweise Kartusche, zur Zubereitung von Reaktionsgemischen fur che 
sche Reaktionen, insbesondere fiir die Polymerase-Kettenreaktion, umfassend einei 
Einlass und einen AusU ss sowie rnindestens einen TrSger, vorzugsweise eine Mem 
bran, 

dadurch gekennzeichnet dass 

an rnindestens einen Trager die Zusammensetzung gemass Anspruch 1, vorzugswei 
als Lyophilisat, gebundjen ist. 



Einheit nach Anspruch 
gen von Uberdruck 



oder 



3, dadurch gekennzeichnet, dass eine Vorrichtung zum Anlc 
Unterdruck bereitgestellt ist. 



Einheit nach einem der Anspriiche 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass oberhalfc 

dec Ezalagseg dins K^mllarg angebracht ist. 
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6. Einheit nach einem der Ansprttche 3 bis 5 ? dadurch gekennzeichnet, dass zwischen 
dem Einlass und dem Tr&ger, an welchen die Zusamxnensetzung gemass einem der 
Anspriicbe 1 oder 2 gebunjden ist, sine oder mehrere zusatzliche Membranen oder Tra- 
ger, vorzugsweise 4 zusSt diche Membranen vorhanden sind. 

7. Einheit nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein zusatzlicher 
TrSger, vorzugsweise einfe Membran, so ausgebildet 1st, vorzugsweise durch Bereit- 
stellung von Diethylaminoethylgruppen, dass Polynukleotide daran gebunden werden 



konnen. 



Einheit nach Anspruch 7 
einem die 

einem Polydimethylsilodan, 



OberflSchensp anming 



dadurch gekennzeichnet, dass die zusatzliche Membran mit 
einer Flussigkeit erhdhenden Substanz, vorzugsweise 
impragniert ist 



Einheit nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass in einem 
Raurn zwischen zwei M nnbranen eine Feststoffe absorbierende Substanz, vorzugs- 
weise Aerosil, bereitges ellt ist. 

Einheit nach einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die dem 
Einlass am n&chsten beflndliche zusatzliche Membran mit einem Lysemittel impra- 
gniert ist. 



Einheit nach einem der 
den zum Binden von 
rung einer Hiissigkeit, 



Einheit nach Anspruch 
einer Flussigkeit dure! 



Anspruche 6 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass oberhalb 
Folynukleotiden vorgesehenen Trager eine Einheit zur Zufuh- 
voizugsweise eine Eluieonittels, bereitgestellt ist. 



1 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Einheit zur Zufllhrung 
eine Membran, welche durch Anlegen von Unterdruck durch- 



lassig gemacht werdeii kann, vom Innenraum der Einheit getrennt ist 



Zubereicung 



Verfahren zur 
sondere fur die Polym 
a) Einfuhren einer 



von Reaktionsgemischen fur chemische Reaktionen, insbe- 
erase-Kettenreaktion, umfassend die Schritte: 
P^obe in die Einheit geraSss einem der Anspruche 3 bis 12; 
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17. 



b) Durchtritt der Probe 
eine Zusammensetzun: 
dass das fertige 



dijrch einen Trager, vorzugsweise eine Membran, an we 
gexnass einem der Anspruche 1 oder 2 gebunden ist, 
aus dem Auslass der Einheit austritt 



Reakti onsgemisch 



14. Verfahren jiach Anspruch 



13, dadurch gekennzeicbnet, dass zwischen den Scbril 



und b) als zusatzliche ScHritte 

al) eine Lyse von Zel .en in der Probe 

a2) die Trennung der : ?olynukleotide von anderen Probenbestandteilen 
durchgefuhit werden. j 

15. Verfahren nach Ansprudji 14, dadurch gekennzeichnet, dass der Schritt al) dure] 
Kontakt bringen der Probe mit einer mit Lysemittel impragnierten Membran erfc 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 oder 1 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
Schritt a2) das Binden dlr Polynucleotide an eine Membran, die Abtrennung dei 
gen Probenbestandteile Ind das anschliessende Eluieren der Polynukleotide von 
Membran mit Hilfe eines Eluiermittels, vorzugsweise einer Hochsalzliisung, wel 
keine chelatbildenden S lbstanzen entbalt, umfesst. 

Verfahren nach einem cjer Anspruche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass be 
Schritt a2) die Probe dujrch 1 oder mehrere Membranen, vorzugsweise 4 Membn 
geleitet wird. 

18. Verfahren nach einem cler Anspruche 14 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass be 
Schritt a2) die Probe di rch eine Feststoffe absorbierende Substanz geleitet wird. 

19. Vorrichtung zur Zuberiitung von Reaktionsmischungen fiir chemische Reaktionc 
insbesondere fur die Polymerase-Kettenreakdon, umfassend 

a) mindestens eirje, vorzugsweise drei Einheiten, vorzugsweise Kartuschen, 
m5ss einem dex Anspriiche 3 bis 12; 

b) sirodestena eii e. Reakdort^orrichtung, welche liber eine Offixung mit dei 
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20. 



21. 



22. 



23. 



Reaktionsgemisch 
kaxra. 



Voirichrung nach Anspruch 
Reaktionsvorrichtung nac i 
benzubereitungsvorrichtung 
und gegebenenfalls 



25. 
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VODL 



der Probenzubereitungsvonichtung getrennt werden 



19, dadurch gekennzeichnet, dass die mindestens eine 
dem Befiillen xnit einem Reaktionsgemisch axis der Pro- 
entnommen und in eine Vorrichtung zur Durchfiihrung 
einer chexnischen Reaktion, vorzugsweise einer Po- 



Auswertung 
lymerase-Kettenreaktion, iiberfuhrt werden kann. 

Vorrichtung nach Anspnlch 19 oder 20, weiterhin umfassend eine Voxricbtung zur 
DurchfQhrung und Ausw srcung einer chemischen Reaktion, vorzugsweise einer Poly- 
merase-Kettenreaktion, c adurch gekennzeichnet, dass die mindestens eine Einheit 
nach dem Befallen der Eleaktionsvorrichtung von der restlichen Vorrichtung getrennt 



werden kann. 



Verwendung einer 
reitung von 
Polymerase-Kettenreakffion. 



Zusammensetzung 



Reaktionsmischungen 



Verwendung einer 
Reaktionsmischungen 
Kettenreaktion. 



gemass einem der Anspruche 1 oder 2 zur Zube- 
fur chemische Reaktionen, insbesondere fur die 



Einhleit gemSss einem der Anspruche 3 bis 12 zur Zubereitung von 
chemische Reaktionen, insbesondere fiir die Polymerase- 



fiir 



24. Verwendung einer Probenzubereitungsvonichtung gemass einem der Anspruche 1 9 



bis 21 zur Zubereitung 



von Reaktionsmischungen fiir chemische Reaktionen, insbe- 



sondere fiir die Poiymerase-Kettenreaktion. 



Identifi2ierung 



Verfahren zur 
be, umfassend die 
Kettenreaktion in einei : 
des Reaktionsgemischps 
wertung einer 



• Polymerase 



von Polynukleotiden, vorzugsweise DNA, in einer Pro- 
Zubereitung eines Reaktionsgemisches fiir eine Polymerase- 

Einheit gemass einem der Anspruche 3 bis 12, Oberfuhrung 
in eine Reaktionsvorrichtung und DurchfQhrung und Aus- 
Kettenreaktion, 
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Die vorliegende Erfinduug betrifs' eine Einheit zur Zubcreitung von Reaktionsgemische 
chemische Reaktionen, insbesondere fiir die Polymerase-Kettenreaktion, trafessend ein< 
Einlass und einen Auslass sowie mindestens eine Membran, dadurch gekennzeichnet, ds 
die Membran eine Zusammenset2 ung gebunden ist, welche zur Durchfiihrung der cbemi 
Reaktion erforderliche Substaozen entbalt. Die vorliegende Eifindung betrifft weiterhin 
Verfahren zur Zubereitung von Keaktionsgemischen fiir chemische Reaktionen, insbeso 
fur die Polymerase-Kettenreaktion, sowie eine Probenzubereitnngsvomchmng, welche < 
vorstehezid bescbriebene Einheit umfesst 
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